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新西兰乳兔成骨细胞分离、培养与鉴定的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨新西兰乳兔成骨细胞体外分离、培养及鉴定的实验方法。方法　采用二次酶消化法从新西兰乳兔颅骨组

织块分离成骨细胞并进行原代培养，采用倒置相差显微镜进行形态学观察，吖啶橙荧光染色检测其黏附功能，采用四甲基偶氮唑

盐（ＭＴＴ）法检测其增殖情况，采用茜素红及四环素染色检测其矿化功能。结果　成功获得原代成骨细胞；倒置相差显微镜显示

未贴壁的细胞呈圆形，贴壁生长的细胞呈不规则梭形、三角形或多角形；吖啶橙染色可见成骨细胞的细胞核呈绿色荧光，具有良好

的黏附能力；茜素红染色及四环素染色均显示其有良好的钙化能力；成骨细胞具有良好的增殖能力。结论　采用二次酶消化法能

在短时间内获得大量具有典型形态特征和生物学活性的成骨细胞。
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　　成骨细胞是骨形成细胞，对骨组织的生长发育、骨代谢平

衡、骨量平衡和骨损伤修复具有重要作用。体外培养成骨细胞

是研究其生长、代谢的基础［１］。由于成骨细胞位于致密的骨组

织中，取材困难。采用组织块法、酶消化法、骨膜组织块法、骨

髓组织块法及薄层骨片法，经乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉ

ｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）及胶原酶处理，均可分离、培养成骨

细胞，但其纯度不一［２８］。本课题组对新西兰乳兔颅骨采用二

次酶消化法分离、培养成骨细胞，进行体外培养，采用形态学观

察、吖啶橙荧光染色、矿化结节染色及四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌ

ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）检测对成骨细胞进行鉴定，以建立

一种简单、快速，成活率和纯度高的原代培养方法，以获得大量

成骨细胞，探讨其生物学特性，为骨组织工程提供足够的种子

细胞、理论依据和实践经验。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　主要试剂：αＭＥＭ 培养基、１０％胎牛

血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）及０．２５％胰蛋白酶购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）及

吖啶橙为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；主要仪器包括荧光显微镜（日

本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、倒置相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、

ＣＯ２ 细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３全自动

多功能酶标仪（芬兰ＬａｂｓｙｓｔｅｍｓＤｒａｇｏｎ公司）及超净工作台

（苏州安泰空气技术有限公司）。

１．２　实验动物　健康新西兰乳兔４只，体质量２．５～３．０ｋｇ，

清洁级，由甘肃中医学院动物实验中心提供［许可证：ＳＣＸＫ

（甘）２０１１０００１］，实验过程符合中华人民共和国科学技术部颁

发的《关于善待实验动物的指导性意见》。

１．３　成骨细胞的分离与培养　将新生新西兰兔的颅骨组织在

无菌条件下迅速转移至超净工作台，用含１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

１００μｇ／ｍＬ链霉素的磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗３次；然后在αＭＥＭ培养基中将其切成大小

约０．５ｍｍ×０．５ｍｍ×０．５ｍｍ的碎块，置于２０ｍＬ无菌离心

管中，加入适量０．２５％胰蛋白酶预消化２０ｍｉｎ后，加入３～
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５ｍＬ含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ培养基终止消化，弃上清液，加入

Ⅰ型胶原酶１０ｍＬ（１．０ｇ／Ｌ），置于３７℃孵箱中９０ｍｉｎ，终止

消化，２００目滤网过滤去除骨碎片，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃

上清液，沉淀即为成骨细胞，沉淀物以１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青

霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素的αＭＥＭ 培养基重悬细胞。将收

集的细胞接种于２５ｍＬ培养瓶中，用αＭＥＭ 培养基（含１０％

ＦＢＳ）培养，每３ｄ换液１次，细胞生长覆盖瓶底面积８０％以上

时，用０．２５％胰蛋白酶（含０．０２％ ＥＤＴＡ）消化，进行传代

培养。

１．４　成骨细胞的鉴定

１．４．１　成骨细胞形态学观察　用倒置相差显微镜观察培养成

骨细胞的形态，以了解其生长状况及生命活动规律。

１．４．２　成骨细胞黏附功能的测定（吖啶橙荧光染色）　取生长

状态良好的原代成骨细胞，９５％乙醇固定１０ｍｉｎ，干燥后加入

足量０．０１％吖啶橙染液，染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗ｌｍｉｎ，０．１ｍｏｌ／

Ｌ氯化钙分色１ｍｉｎ；最后，ＰＢＳ漂洗３次，每次数秒。在荧光

显微镜下用蓝紫光激发滤片进行观察。

１．４．３　成骨细胞增殖功能的测定　将生长状态良好的原代成

骨细胞接种于５块９６孔培养板中（细胞密度为２×１０４ 个／Ｌ），

在３７℃、５％ＣＯ２ 及９５％湿度条件下培养，每３ｄ换液１次。

将细胞分别培养１、４、７、１０和１４ｄ后（每组设６个复孔），加入

５ｇ／ＬＭＴＴ（２０μＬ／孔），３７℃孵育４ｈ，弃上清液，加 ＤＭＳＯ

（２００μＬ／孔），振荡１５ｍｉｎ使结晶物充分溶解。在酶标仪上检

测４９０ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，取平均值，

以时间为横轴，犗犇值为纵轴，绘制细胞生长曲线。

１．４．４　成骨细胞矿化功能的测定　（１）茜素红矿化结节染色：

细胞接种方法同上，培养至第２１天时吸弃培养基，ＰＢＳ漂洗２

次；９５％乙醇固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次；０．１％茜素红３７℃染

色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，晾干；低倍显微镜视野下进行矿化结节观

察。（２）四环素矿化结节染色：培养至第２１天时吸弃培养基，

用四环素（５０μｇ／ｍＬ）标记３０ｍｉｎ，更换新鲜培养基继续培养

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，９５％乙醇固定１０ｍｉｎ，晾干，荧光显微镜观

察矿化结节。

２　结　　果

２．１　成骨细胞形态学特征

２．１．１　倒置相差显微镜观察　刚接种的成骨细胞呈球形，细

胞悬于培养基中并逐渐沉降贴壁。２４ｈ后，存活细胞完全贴

壁展开，此时细胞形态不规则，多呈三角形、多角形；有较多突

起；单核呈卵圆形，１～３个核仁；细胞质丰富，清晰。细胞长满

瓶壁时，细胞多呈梭形或立方形，排列紧密，见图１。如不及时

传代，继续生长，细胞密度增大，可逐渐失去极性，细胞形态不

易辨认。生长期细胞分离相多见，细胞突起互相连接；汇合时，

细胞呈铺路石状，并可重叠生长，重叠生长的细胞逐渐形成细

胞小结，随后胶原堆积、钙盐沉积，形成不透光矿化结节。连续

培养十几代后，可见细胞体积增大，细胞质稀薄，细胞核缩小，

分裂相少见等退行性改变。

　　左：接种时；右：接种２４ｈ后。

图１　　新西兰兔成骨细胞的倒置相差显微镜观察（×２００）

２．１．２　荧光显微镜观察　成骨细胞的细胞核呈清晰绿色荧

光，且第１代细胞贴壁时间较原代成骨细胞短，其增殖速度加

快，见图２。

　　左：接种第１天；右：接种第３天。

图２　　新西兰兔成骨细胞的荧光显微镜观察（吖啶橙

荧光染色 ×２００）

２．２　成骨细胞的增殖能力　接种第１、２天为细胞潜伏适应

期，增殖缓慢；第３～７天的细胞生长曲线基本为线性，为细胞

的对数生长期，细胞快速增殖；７天后，细胞生长曲线变得平

缓，细胞增殖明显减慢，进入平台期，并于第１０天达到高峰；此

后进入生长衰减期，呈下降趋势。

２．３　矿化结节染色法　成骨细胞进行茜素红矿化结节染色，

可见多个大小不等的矿化结节，见图３左；也可见多个矿化结

节融合而成的较大矿化结节，见图３中。四环素标记后用荧光

显微镜观察，矿化结节呈绿色，将图３右。

　　左：大小不等的矿化结节（茜素红染色 ×１００）；中：融合的矿化结节（茜素红染色 ×２００）；右：矿化结节（四环素染色 ×２００）

图３　　新西兰兔成骨细胞的矿化结节

３　讨　　论

骨是由矿化有机基质和骨细胞组成的，骨发生开始于成骨

细胞生成和Ⅰ型胶原分泌。成骨细胞在骨形成过程中要经历

细胞增殖、细胞外基质成熟、矿化和细胞凋亡４个阶段，这４个

阶段之间没有明确界限，细胞分化和增殖是细胞生命进化过程

中所获得的基本属性，存在２种状态，即功能态和增殖态。功
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能态是指细胞在分化的基础上完成特定功能活动，如分泌、传

导、吞噬等，成骨细胞主要完成成骨活动；增殖态是指细胞进行

细胞质和细胞核的复制，继而发生有丝分裂，将细胞质和细胞

核进行平均分配，细胞数量增加［１］。成骨细胞演化的不同阶

段，均需借助精细调控，以最终完成正常的骨形成［９］。

由于很难直接在人类活组织上对骨的结构、功能及代谢进

行研究，因此，体外培养成骨细胞是研究成骨细胞生长、代谢的

基础。但成骨细胞来源有限，如何获得高纯度及高活性的成骨

细胞，研究者一直进行着不懈的努力。１９６９年，Ｐｅｃｋ等
［１０］开

始从事动物胚胎骨成骨细胞培养的研究工作，１９７９年 Ｍｉｌｌｓ

等［１１］首先报道用组织块培养法在体外成功培养了人成骨细

胞，此后陆续有成功培养成骨细胞的报道。随着细胞培养技术

的发展，现在可从许多动物的骨、骨膜、骨髓基质及骨外组织中

成功培养出成骨细胞。目前，成骨细胞的培养方法主要分为酶

消化法和组织块法，这２种方法均存在一定的局限性，于是人

们采用改良酶消化法以及将２种方法结合的联合培养法
［１２］。

本课题组采用二次酶消化法从新西兰乳兔颅骨分离成骨细胞，

进行体外培养，以建立成骨细胞体外分离及培养体系。新西兰

乳兔颅骨来源广泛、经济，取材方便。采用二次酶消化法，首先

用胰酶对整块颅骨预消化，一方面可以减少胰酶对成骨细胞的

损伤；另一方面能使成纤维细胞、破骨细胞、骨生成细胞首先脱

落。剪碎后再用胶原酶消化，这样使更多的成骨细胞游离出

来。传代时，采用差速贴壁法进一步纯化成骨细胞，使最终获

得的成骨细胞纯度高、活性好。此法不仅简化了成骨细胞的分

离步骤，而且减少了因反复消化、洗涤、离心对成骨细胞造成的

损伤，使分离出的原代成骨细胞具有良好的活性。

由于成骨细胞无特异性标记物，因此，本研究通过形态学

观察、吖啶橙染色、矿化结节染色及细胞生长曲线对成骨细胞

进行鉴定。结果显示，细胞形态与文献［２，１３］的报道一致。吖

啶橙荧光染色可见成骨细胞核呈清晰绿色荧光，且第１代细胞

贴壁时间较原代成骨细胞短，表现出良好的黏附贴壁功能。

矿化能力是成骨细胞的一项重要生物学特征［１４］，本研究

显示进行成骨细胞茜素红矿化结节染色，可见多个大小不等的

矿化结节及多个矿化结节融合而成的较大矿化结节；四环素标

记后用荧光显微镜观察，矿化结节呈绿色，表明培养的成骨细

胞具有良好的矿化功能。

成骨细胞的增殖率和生物学活性控制着骨的形成，加速成

骨细胞的增长是有效骨修复的关键因素，因此，本研究对成骨

细胞的增殖功能也进行了检测，细胞生长曲线显示接种第１、２

天为细胞潜伏适应期，增殖缓慢；第３～７天为细胞的对数生长

期，细胞快速增殖；第７天后细胞增殖明显减慢，进入平台期，

并于第１０天达到高峰；此后进入生长衰减期，该曲线符合成骨

细胞的增殖规律，显示了良好的生物学活性和功能。

综上所述，本实验用二次酶消化法可在短时间内获得高纯

度和高存活率的成骨细胞，经形态学、钙化结节染色及细胞增

殖活性检测，证实培养的细胞保留了稳定的成骨细胞表型特

征，具有良好的生物学活性和功能，适用于体外实验研究的

模型。
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误　　差

误差指测量值与真值之差，也指样本指标与总体指标之差。包括系统误差、随机测量误差和抽样误差。系统误差指数

据收集和测量过程中由于仪器不准确、标准不规范等原因，造成观察（检测）结果呈倾向性的偏大或偏小，是可避免或可通过

研究设计解决的。随机测量误差指由于一些非人为的偶然因素使观察（检测）结果或大或小，是不可避免的。抽样误差指由

于抽样原因造成样本指标与总体指标的差异，是不可避免但可减少的。
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